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研究成果の概要（和文）：枯草菌の 10個の rRNA オペロンを欠失して構築した単一 rRNAオペロ

ン保有株は、すべて増殖と胞子形成が著しく低下しており、正常な細胞増殖と胞子形成には複

数コピー以上の rRNA オペロンが必須であることが明らかになった。さらに、1コピーから野生

株の 10コピーまで持つすべての株を構築し、胞子形成能を調べたところ、5 コピー以上の rRNA

オペロンを持つ欠失株で正常に胞子形成が行われることが判明した。 

 

研究成果の概要（英文）：We deleted the 10 rrn operons of B. subtilis sequentially, and 
constructed seven mutants, each harboring a single rrn operon in their genome. The growth 
rates and sporulation frequencies of these mutants were reduced drastically as compared 
with those of the wild type strain, indicating that normal growth as well as sporulation 
requires multiple copy numbers of rRNA operon. Further analysis using mutants having 
various numbers of rRNA operon showed that normal sporulation requies more than 5 copies 
of rRNA operon.   
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１． 研究開始当初の背景 

グラム陽性細菌の一種である枯草菌は、栄
養源の枯渇など環境条件の悪化に対応して、
種々の物理的・化学的刺激に抵抗性で、生化
学的にも不活性な休眠胞子を形成する。この
胞子形成（細胞分化）過程における遺伝子発

現について、転写段階における制御機構に着
目した研究はこれまで盛んに行われてきた
が、翻訳段階における制御機構に関する研究
はあまり行われていない。とりわけ、翻訳制
御を司るタンパク質合成装置であるリボソ
ームについては、タンパク質の新規合成に関
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する詳細な生化学的解析がある一方で、細胞
内においてリボソームそのものが種々の生
育環境条件に呼応して質的・量的にどのよう
に制御されているのか、等に関する知見は少
ない。こうした背景から、環境変動に対する
リボソームの適応進化、ならびに細胞分化過
程におけるリボソームの役割について解明
することを目的とし、リボソームを構成する
リボソーム RNA(rRNA)、および個々のリボソ
ームタンパク質に着目して分子遺伝生化学
的な解析を行うこととした。 
 
２．研究の目的 
(1) rrnA, rrnB, rrnD, rrnE, rrnI, rrnJ, 
rrnO の 7 つの rRNA オペロンをそれぞれ１つ
ずつ持つ枯草菌を作成する。 
(2) 単一 rRNAオペロンを持つ枯草菌の細胞
増殖速度と胞子形成能を求める。 
(3) 正常な胞子形成に必要な rRNAオペロン
のコピー数を決定する。 
(4) 単一 rRNA保有株を用いて薬剤耐性を示
す点突然変異や欠失変異の単離を試み、それ
らの変異とその性質を明らかにする。  
 
３．研究の方法 

(1) rRNAオペロン多重欠失変異株の作成 

まず、各 rRNA オペロンをクロラムフェニ
コール耐性の cat遺伝子等と置換することに
より欠失変異株を作成した。次に、pCHE11 を
用いた遺伝子変換を利用して薬剤耐性遺伝
子を除去した。このような方法を順次行い最
終的に、7 株の単一 rRNA オペロン保有株を構
築した。 

(2) 胞子形成率の測定 

各枯草菌を 2xSG と呼ばれる胞子形成培地
で 37℃24時間培養後、生菌数と 80℃10分間
熱処理後の生菌数（胞子数）を求め、胞子形
成率を求めた。 

(3) ショ糖密度勾配超遠心法によるリボソ
ームの解析 

 各枯草菌を LB 液体培地を用いて 37℃で対
数増殖期の初期（OD600 = 0.2）まで培養し、
集菌後直ぐに液体窒素で凍結して実験に使
用するまで-80℃で保存した。菌体はフレン
チプレスで破壊後、未破壊の細胞と細胞残渣
は高速遠心で除去し、その上澄を粗抽出液と
した。粗抽出液の一定量を 10-20%ショ糖密度
勾配で 4℃65,000xg で 17.5 時間遠心してリ
ボソームのパターンを解析した。 

 
４．研究成果 

(1) 枯草菌ゲノムには 10 種のリボソーム
RNAオペロン（rrnA, rrnB, rrnD, rrnE, rrnG, 
rrnH, rrnI, rrnJ, rrnW, rrnO） が存在し
ている（図１）。そのうち、rrnI-rrnH-rrnG、
ならびに rrnJ-rrnWは、この記載順にゲノム   

 

 

 

 

 

 

 

 
図 1．枯草菌染色体上の rRNA オペロンの位置 

 

上でクラスターを形成している。rRNAはリボ
ソームが数十種のリボソームタンパク質と
巨大な複合体を形成する際にその骨格とし
て機能し、さらに近年、タンパク質合成過程
における酵素反応機能も有することが明ら
かにされている。一般に高等真核生物の rRNA
オペロンは数百コピー存在し、その各 rRNA
オペロンの解析を行うことは極めて困難で
ある。そこで、rRNA オペロンが 10 コピーと
比較的少なく、細胞分化（胞子形成）の制御
機構が分子レベルで明らかにされている枯
草菌を用いて、各々の rRNA オペロンの機能
分化を明らかにすることを考えるに至り、ま
ず rRNA オペロンの多重欠失変異株を作成す
ることから開始した。トータルで 5 年がかり
で 7 種の単一 rRNA オペロン保有株の作成す
ることができた（図 2）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
図 2．7種の単一 rrnオペロン保有変異株 



 

 

(2) これら単一 rRNA オペロン保有株は
すべて野生株よりも程度の差はあるが増殖
速度が低下していた。その増殖速度は、野生
株≫rrnA+, rrnJ+, rrnE+, rrnI+, rrnO+＞
rrnB+, rrnD+の順に低下していた。同様に、 
胞子形成率もこれらの単一 rRNA 保有株では
野生株に比べ著しく低下していた（表 1）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
表 1. 単一 rRNAオペロン保有株の胞子形成 
 
胞子形成率も各 rrnオペロンにより大きく異
なっていた。特に rrnD+と rrnB+株では殆ど
胞子形成が認められなかった。このことはす
べての rrnオペロンが機能的に等価ではなく、
機能的に異なる rrnオペロンに進化したこと
を示唆している。 
(3) 次に単一 rRNAオペロンを持つ変異株の
対数増殖期の細胞から粗抽出液を調製し、
10%-40%ショ糖密度勾配超遠心法でリボソー
ムのプロファイルを求めた。その結果、すべ
ての単一 rRNA オペロン保有株の細胞は、野
生株の細胞より少ないリボソームを合成し
ていること、さらにその合成量は各々の rRNA
オペロンにより異なっていることが明らか
になった。これらの細胞におけるリボソーム
量は、合成される rRNA 量に依存しているも
のと考えられるが、今後明らかにしなければ
ならない問題である。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 3. 単一 rRNAオペロンを持つ変異株におけ
るリボソームのプロファイル 
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